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L 1 invention comprend une nouvelle construction pour 
5 l 1 expression d'un gene codant pour une proteine 
recombinante d'interet place sous le controle du 
promoteur de 1 ' operon tryptophane Ptrp dans une cellule 
hote procaryote, caracterisee en. ce que la construction 
comprend une sequence nucleique capable d'inactiver le 
10 gene codant pour une tryptophanase TnaA lorsque ladite 
sequence nucleique est introduite dans ladite cellule 
hote, des vecteurs contenant ladite construction et les 
cellules hotes transf ormees par lesdits vecteurs . 
L 1 invention a egalement pour objet les procedes de 
15 production desdites proteines recombinantes utilisant ces 
nouvelles constructions . 

La presente invention s* applique de maniere generale 
a la production de proteines ou de polypeptides 
recombinants par des methodes dites de l'ADN recombinant. 
20 Plus particulierement , la presente invention concerne la 
production de proteines ou de polypeptides recombinants 
par des cellules hotes transf ormees de type bacterien et 
dont 1" expression est dirigee ou est sous le controle du 
promoteur / operateur Ptrp de 1 'operon tryptophane 
25 (Nichols & Yanofsky, 1983) . 

Escherichia coli ( E. coli) est 1 1 organisme le plus 

couramment utilise et le mieux caracterise dans un but de 
production de proteines recombinantes. Differents 
systemes d 1 expression sont employes dans E. coli et, 

30 parmi eux, le promoteur Ptrp de 1 1 operon tryptophane est 
considere comme 1 1 un des plus forts (Yansura & Bass, 
1997) . 

Cependant, tous les genes recombinants ne sont pas 
exprimes avec la meme efficacit6 par E. coli. 11 a ete 

35 decrit et observe que 1 1 accumulation d'une proteine 
recombinante produite lors de la culture de cellules 
hotes transformees pouvait rapidement conduire a une 
instability plasmidique, a une diminution voire meme un 



arret de la croissance cellulaire et a une diminution du 
rendement global en produit recombinant. Dans ce cas, il 
est important de disposer d'un systeme d* expression 
contrdlee et regulee permettant de diviser le procede de 

5 production en deux phases, une premiere dite de 
croissance cellulaire ou l'activite du promoteur est 
minimale, suivie d'une phase dite d 1 induction ou de 
derepression privilegiant 1 1 expression et 1 1 accumulation 
de la proteine recombinante . 

10 Ptrp, le promoteur de l'operon tryptophane d'E. 

coli, est adapte a la production de proteines 
recombinantes du fait de son caractere indue tible. La 
repression au niveau de 1 ' operateur de Ptrp est assuree 
par le produit du gene regulateur trpR lorsque ce 

15 produit, egalement nomme aporepresseur trp, est lie au 
tryptophane (co-represseur) . L 1 absence de tryptophane 
rend la proteine TrpR incapable de se lier a 1' operateur, 
provoquant ainsi une derepression de l'operon 
tryptophane. Divers exemples d 1 expression de genes 

20 heterologues sous le contrdle de Ptrp montrent que la 
fuite d 1 expression y est trop importante pour permettre 
la production, dans des conditions satisf aisantes de 
proteines recombinantes, notamment celles qui sont 
toxiques pour la cellule (Yansura et Henner ,1990) . 

25 La proteine regulatrice TrpR est soumise a un 

mecanisme d 1 auto-regulation (Kelley & Yanofsky, 1982) et 
sa concentration tend vers une valeur mcyenne de 12 0 
molecules par cellule d'E. coli K-12 en presence d'un 
exces de tryptophane exogene (Gunsalus, Gunsalus Miguel, 

30 & Gunsalus, 1986). Cette concentration, si elle est 
suffisante pour rfiguler correctement l'activite de 
1 1 unique promoteur chromosomique Ptrp , peut s 1 averer 
limitante face a plusieurs dizaines de vecteurs contenant 
le meme promoteur. Quant au tryptophane, il peut aussi 

35 etre un facteur limitant meme s ! il est apporte en exces 
dans le milieu de culture. Il existe en effet chez E . 
coli une activite tryptophanase codee par le gene tnaA 
et capable de degrader le tryptophane en indole, le 




detournant ainsi de sa fonction. regulatrice (Snell, 
1975) . De plus, la tryptophanase est inductible par le 
tryptophane, ce qui rend vaine toute tentative de 
compenser ce phenomene de degradation par une 
augmentation de 1 1 apport en tryptophane. 

Differentes approches visant a controler au mieux la 
fuite d 1 expression ont ete envisagees et decrites . 
Cependant , certaines ont 1 ■ inconvenient d' etre seulement 
applicables £ l'echelle du laboratoire (Hasan & 
Szybalski, 1995; Suter-Crazzolara & Unsicker, 1995) ou de 
diminuer le rendement en produit recombinant (Stark, 
1987) . 

Par consequent, il existe aujourd'hui un grand 
besoin a developper un systeme d' expression de proteines 
recombinantes d'interet contr61ee et utilisable a grande 
echelle et permettant en particulier de controler la 
fuite d 'expression, Ceci est justement l'objet de la 
presente invention. 

L 1 invention concerne de nouvelles constructions 
basees sur le systeme d' expression Ptrp qui lorsqu'elles 
sont introduites dans une cellule hote procaryote, de 
preference de type bacterien, permettent de reduire 
1* expression residuelle de genes recombinants en debut de 
culture, ces nouvelles constructions apportant un 
controle ameliore de la synthese de proteines 
recombinantes . 

La presente invention a pour objet une construction 
pour 1' expression d'un gene codant pour une proteine 
recombinante d'interet place sous le controle du 
promoteur de 1 1 operon tryptophane Ptrp dans une cellule 
hote procaryote, caracterisee en ce que la construction 
comprend une sequence nucl^ique capable d'inactiver le 
gene codant pour une tryptophanase TnaA lorsque ladite 
sequence nucleique est introduite dans ladite cellule 
hote . 

Par proteine recombinante d'interet, on entend 
designer toutes proteines, polypeptides ou peptides 
obtenus par recombinaison genetique, et susceptibles 



d'etre utilises dans des domaines tels que celui de la 
sante humaine ou animal, de la cosmetologie , de la 
nutrition humaine ou animale, de 1 1 agro-industrie ou de 
l'industrie chimique . Parmi ces proteines d'interet on 

5 peut citer en particulier mais sans s'y limiter: 

une cytokine et notamment une interleukine , un 
interferon, un facteur de necrose tissulaire et un 
facteur de croissance et notamment hematopoletique (G- 
CSF, GM-CSF) , une hormone telle que 1 1 hormone de 

10 croissance humaine ou I'insuline, un neuropeptide, 

un facteur ou cofacteur implique dans la 
coagulation et notamment le facteur VIII, le facteur von 
Willebrand, 1 1 antithrombine III, la proteine C, la 
thrombine et l'hirudine, 

15 - une enzyme et notamment la trypsine, une 

ribonuclease et la (3-galactosidase , 

un inhibiteur d' enzyme telle que l ! al anti- 
trypsine et les inhibiteurs de proteases virales 

une proteine capable d'inhiber 1 1 initiation ou 
20 la progression de cancers, tels que les produits 
d' expression de genes supresseurs de tumeurs, par exemple 
le gene P53, 

une proteine capable de stimuler une reponse 
immunitaire ou un anticorps, tels que par exemple les 

25 proteines, ou leurs fragments actifs, de la membrane 
externe de bactSrie Gram negatif, en particulier les 
proteines OmpA de Klebsiella ou la proteine G du virus 
respiratoire syncytial humain, 

une proteine capable d'inhiber une infection 

30 virale ou son developpement , 

par exemple les epitopes antigeniques du virus en cause 
ou des variants alteres de proteines virales susceptibles 
d'entrer en competition avec les proteines virales 
natives, 

35 - une proteine susceptible d'etre contenue dans 

une composition cosmetique telle que la substance P ou 
une superoxyde dismutase, 

une proteine aliment aire 



une enzyme capable de diriger la synthese de 
composes chimiques ou biologique, ou capable de degrader 
certains composes chimiques toxiques, ou encore 

toute proteine ayant une toxicite vis a vis du 
micro-organisme qui la produit, en particulier si ce 
micro-organisme est la bacterie E. coli, comme par 
exemple, mais sans s'y limiter, la protease du virus VIH- 
1, la proteine ECP (ECP pour "Eosinophile Cationic 
Protein") ou les proteines 2B et 3B du poliovirus. 

Par sequence nucleique capable d'inactiver le gene 
codant pour une tryptophanase TnaA lorsque ladite 
sequence nucleique est introduite dans ladite cellule 
hote, on entend designer une sequence nucleique capable 
de modifier ledit gene de telle sorte que cette 
modification entraine la perte de l'activite 
tryptophanase de ladite cellule hote, le produit 
d* expression dudit gene modifie etant incapable de 
degrader le tryptophane en indole, le detournant ainsi de 
sa fonction regulatrice. Parmi lesdites sequences 
nucleiques capables d'inactiver le gene codant pour une 
tryptophanase TnaA lorsque une desdites sequences 
nucleiques est introduite dans ladite cellule hote, on 
prefere une sequence nucleique codant pour une 
tryptophanase TnaA inactivee obtenue par mutation telle 
que par substitution, insertion et/ou delation d'au moins 
un nucleotide de la sequence nucleique codant pour une 
tryptophanase TnaA active. 

L ■ invention comjprend une construction selon 
1' invention, caracterisee en ce que la cellule hote 
procaryote est une bacterie Gram negative, de preference 
appartenant a l'espece £. coli. 

L' invention concerne egalement une construction 
selon 1» invention, caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre en amont de ladite sequence nucleique capable 
d'inactiver le gene codant pour une tryptophanase TnaA 
lorsque ladite sequence nucleique est introduite dans 
ladite cellule hote, tout ou partie de la sequence 
nucleique du promoteur Ptna de 1 1 operon tryptophanase. 



6 



De preference 1' invention est relative a une 
construction selon 1* invention, caracterisee en ce que 
ladite sequence nucleique capable d'inactiver le gene 
codant pour une tryptophanase TnaA lorsque ladite 
sequence nucleique est introduite dans ladite cellule 
hote comprend un fragment mute de la sequence codante de 
ladite tryptophanase TnaA. 

De maniere preferee, 1' invention est relative a une 
construction selon 1* invention, caracterisee en ce que 
ledit fragment mute est obtenu par 1' insertion d'un codon 
stop a une position telle que la sequence du fragment 
mut6 ainsi obtenu code pour un fragment proteique 
depourvu d 1 activity tryptophanase. 

De maniere tout aussi preferee, 1' invention est 
relative a une construction selon 1' invention, 
caracterisee, caracterisee en ce que ledit fragment mute 
est un fragment mute de la sequence codante de la 
tryptophanase TnaA de ladite cellule hote. 

Pour ce qui concerne la sequence nucleique codant 
pour la tryptophanase TnaA de E . coli, et a son promoteur 

Ptna, on se referera dans la presente description a la 
sequence publiee par Deeley et Yanofsky (1981) . 

Pour ce qui concerne les sequences nucleiques codant 
pour le promoteur/ operateur Ptrp de 1 1 operon tryptophane, 
on se referera §l la sequence publiee par Yanofsky et al . 
(1981) . 

L ' invention concerne egalement une construction 
selon 1' invent ion, caracterisee en ce que ladite sequence 
nucleique capable d'inactiver le gene codant pour une 
tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence nucleique est 
introduite dans ladite cellule hote comprend une sequence 
nucleique comprenant tout ou partie de la sequence d'un 
promoteur suivie en 3' d'une sequence nucleique codant 
pour une molecule de nature ribonucleotidique ou 
proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp. 

De preference 1' invention est relative a une 
construction selon 1' invention, caracterisee en ce que 
ledit promoteur suivi en 3' d'une sequence nucleique 
codant pour une molecule de nature ribonucleotidique ou 



proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp est 
tout ou partie du promoteur Ptna de 1 ' operon 
tryptophanase d'i?. coli . 

De maniere egalement preferee, 1 1 invention comprend 
une construction selon 1 ! invention, caracterisee en ce 
que ladite sequence nucleique codant pour une molecule de 
nature ribonucleotidique ou proteique agissant 
negativement sur le promoteur Ptrp, est la sequence 
codant pour 1 1 aporepresseur TrpR de 1 ' operon tryptophane 
d'E. coli ou un de ses fragments biologiquement actifs 

telle que celle decrite par Gunsalus et Yanofsky (1980) . 

On entend designer par une sequence nucleique 
comprenant tout ou partie de la sequence d*un promoteur, 
une sequence nucleique comprenant toute la sequence d'un 
promoteur, ou un de ses fragments biologiquement actifs, 
capable de diriger ou de controler .1 1 expression d'un gene 
qui lui est relie de maniere f onctionnelle . 

On entendra designer dans la presente description 
par fragment biologiquement act if d'un promoteur, toute 
sequence d'un fragment dudit promoteur, lequel fragment 
est capable de diriger ou de controler 1 • expression du 
gene situe en aval dudit fragment, ledit gene etant relie 
de maniere f onctionnelle audit fragment. 

On entendra designer dans la presente description 
par fragment biologiquement actif de 1 1 aporepresseur TrpR 
de 1 1 operon tryptophane, tout fragment dudit 
aporepresseur ayant conserve son activite represseur 

Par sequence nucleique codant pour une molecule de 
nature ribonucleotidique agissant negativement sur le 
promoteur Ptrp, on prefere les ribonucleotidiques choisis 
parmi les sequences suivantes : 

a) 5'- AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC-3 1 

b) 5'- AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC AGCACAACGC 
GCCUGUCACC GGAUGUGUUU UCCGGUCUGA UGAGUCCGUG AGGACGAAAC 
AGG-3 1 

c) 5 1 - AUUCAGUACG AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU 
UUUACGUGAA CUU-3 1 




d) 5«- AUUCAGUACG AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU 
UUUACGUGAA CUUAGCACAA CGCGCCUGUC ACCGGAUGUG UUUUCCGGUC 
UGAUGAGUCC GUGAGGACGA AACAGG-3 1 

e ) 5 ' - AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC AUUCAGUACG 
5 AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU UUUACGUGAA CUU-3' 

f ) 5 ' - AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC AUUCAGUACG 
AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU UUUACGUGAA CUUAGCACAA 
CGCGCCUGUC ACCGGAUGUG UUUUCCGGUC UGAUGAGUCC GUGAGGACGA 
AACAGG-3 ' 

10 g)5 f - CUUCGCGUCC UGAUGAGUCC GUGAGGACGA AACGGCUUCC-3 ' 

h) 5 1 - CUUCGCGUCC UGAUGAGUCC GUGAGGACGA AACGGCUUCC 

AGCACAACGC GCCUGUCACC GGAUGUGUUU UCCGGUCUGA UGAGUCCGUG 
AGGACGAAAC AGG-3 1 

15 Un autre aspect de 1 1 invention concerne un vecteur 

contenant une construction selon 1' invention. 

De maniere preferee, le vecteur selon 1' invention 
est caracterise en ce qu'il s 1 agit du vecteur 
pMAK705 [tnaAt] ou du vecteur pMAK705 [Ptna : : trpR : : 3 1 tna] . 

20 L 1 invention concerne egalement une cellule hote 

procaryote, de preference une bacterie de 1 ' espece E. 
coli., transformee par un vecteur selon 1' invention. 



Sous un autre aspect, 1 1 invention a pour objet un 
25 procede de production de proteine recombinante dans une 
cellule hote utilisant une construction selon 
1' invention. 

L 1 invention a egalement pour objet un procede de 
production d'une proteine recombinante d'interet selon 

30 I 1 invention, dans lequel ladite construction est 
introduite dans 1'ADN de la cellule hote procaryote . 

On prefere un procedS de production de proteines 
recombinantes selon 1' invention, dans lequel ladite 
construction est introduite dans 1'ADN de la cellule hote 

35 procaryote par un vecteur selon l 1 invention, de 
preference selon la methode d 1 integration chromosomique 
dScrite dans 1 * exemple 1 ou 2 . 



L 1 invention a en outre pour objet un procede de 
production de proteines recombinantes selon 1" invention, 
dans lequel ladite construction est introduite sans autre 
element d'ADN qui permettrait d'y associer un avantage 
selectif - 

De maniere preferee, 1" invention comprend un procede 
de production d'une proteine recombinante d'interet selon 
l 1 invention, dans lequel ladite construction est 
introduite au locus de I'operon tryptophanase d'.E. coli, 
de preference au locus du gene tna, mieux encore au locus 
du gene tnaA. 

On prefere un procede de production de proteines 
recombinantes d'interet selon 1* invention, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

a) la transformation d'une cellule procaryote par 
un vecteur selonl 1 invention, et 1 1 integration 
de ladite construction dans 1 ' ADN de ladite 
cellule hote ; 

b) la transformation de ladite cellule procaryote 
par un vecteur contenant un gdne codant pour 
ladite proteine recombinante d'interet 

c) la culture de ladite cellule transformee dans 
un milieu de culture permettant 1' expression de 
la proteine recombinante; et 

d) la recuperation de la proteine recombinante a 
partir du milieu de culture ou de ladite 
cellule transformee . 

L 1 invention a en outre pour objet un procede de 
production de proteines recombinantes d'interet selon 
1' invention, caracterise en ce que ledit procede comprend 
en outre entre l'etape a) et b) du procede ci-dessus, une 
etape de resolution et de criblage . 

L 1 invention est relative en outre a un procede de 
production de proteines recombinantes d'interet selon 
1' invention, dans lequel le controle de 1' expression des 
proteines recombinantes avant induction du promoteur Ptrp 
est obtenu par 1 1 induction dudit promoteur suivi en 3 • 
d'une sequence nuclSique codant pour une molecule de 
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nature ribonucleotidique ou proteique agissant 
negativement sur le promoteur Ptrp selon l 1 invention. 

Enfin, l 1 invention comprend egalement un procede de 
production selon 1' invention, dans lequel 1' induction 
dudit promoteur suivi en 3' d'une sequence nucleique 
codant pour une molecule de nature ribonucleotidique ou 
proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp 
selon 1 ' invention est obtenue par tout moyen permettant 
d'exercer un effet inhibiteur ou activateur sur ledit 
promoteur . 

De preference, 1 1 invention comprend un procede de 
production selon l 1 invention, dans lequel 1 1 induction 
dudit promoteur suivi en 3' d'une sequence nucleique 
codant pour une molecule de nature ribonucleotidique ou 
proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp 
selon 1' invention est obtenue soit: 

a) par le choix d'une source de carbone appropriee 
dans le milieu de culture; soit 

b) par l'ajout de tryptophane dans le milieu de 
culture; ou 

par une combinaison de a) et b) . 

Les systemes de constructions, de vecteurs, les 
cellules hotes procaryotes transform^es par lesdits 
vecteurs ainsi que les procedes de 1' invention decrits 
ci-dessus et qui seront exemplifies dans les exemples ci- 
apres ici entrent dans le cadre du controle de la 
production de proteines recombinantes dans des cellules 
procaryotes. lis sont adaptes a 1' expression de genes 
homologues ou h^terologues places en aval du promoteur / 
operateur Ptrp. Deux mutants sont plus particulierement 
decrits ci-apres pour illustrer 1' invention. lis portent 
les noms I CONE 100 et I CONE 20 0 (I CONE pour Improved 
Cells for Over- and Non- leaky Expression) . Les 
modifications introduites dans la lignee ICONE pr^sentent 
les caracteristiques suivantes : 

1) elle sont integrees dans le chromosome de l'hote, 

2) etant generees par une technique de mutagenese 
dirigee, elles sont ciblees a un endroit unique de 1'ADN 



bacterien, parf aitement connu puisqu'il s 1 agit de 
l'operon tna situe a 83 min sur la carte physique du 
genome d'£. coli K-12. En cela, les consequences sur le 
plan physiologique pour l'hote sont parf aitement 
identifiees. En particulier # la possibility que des 
fonctions cryptiques soient reactivees suite a 
1 1 integration chromosomique - comme cela est suspecte 
dans le cas de la mutagenese aleatoire - est ecartee, 
3) la technologie employee dans ces exemples pour 
1 1 integration chromosomique (Hamilton et al . (1989)) 
exclut la possibility que d'autres sequences s * inserent 
dans l'ADN bacterien. Notamment, les mutants ne portent 
pas de gene de resistance a un antibiotique . Dans le cas 
ou ils seraient utilises a l'echelle industrielle, ils 
off rent au producteur et au legislateur la garantie 
qu'ils n ' auront pas d • avantage selectif en cas de 
dissemination accidentelle dans 1 1 environnement . 

Selon un aspect de l f invention, un premier type de 
mutant ou cellule transformee nomme ICONE 100 est decrit, 
qui porte une mutation dans le gene tnaA entrainant une 
perte de l'activite tryptophanase . Le phenotype associe a 
cette mutation est 1 1 absence de degradation du 
tryptophane. Ce type de mutant, apres transformation par 
un vecteur rapporteur et culture sur un milieu favor isant 
habituellement l*activit§ tryptophanase, s'avere 
superieur a 1 1 isolat dont il est issu en termes de 
controle de la repression par le tryptophane, 

Selon un autre aspect de 1' invention, un second type 
de mutant nomme ICONE 200 est decrit, qui porte une 
cassette d' expression du gene trpR sous le controle du 
promoteur de la tryptophanase Ptna, integree au locus du 
gene tnaA. L' utilisation du locus tna comme cible pour 
1 1 integration entraine chez la bacterie hote une perte de 
l'activite tryptophanase qui se . traduit comme decrit 
precedemment par une incapacite a convertir le 
tryptophane en indole. Par ailleurs, la presence de la 
cassette Ptna : : trpR dans le chromosome conf ere a ce 
nouveau gene trpR les caracteristiques de Ptna, c'est a 




dire une sensibilite a la repression catabolique (Isaacs, 
Chao, Yanofsky, & Saier. 1994; Botsford & DeMoss. 1971) 
et 1 ' inductibilite par le tryptophane (Stewart & 
Yanofsky. 1985) . Cette derniere propriete const itue une 

5 innovation dans laquelle le promoteur Ptrp plasraidique 
est controle au niveau de la transcription par un 
promoteur chromosomique, Ptna, qui lui est antagoniste . 
De maniere surprenante, apres transformation par un 
vecteur d' expression et culture en fermenteur, ICONE 20 0 

10 s'avere superieur a 1 1 isolat dont il est issu en termes 
de controle de la repression par le tryptophane . 

Lies bacteries presentant une des caracteristiques 
mentionnees ci-dessus sont utiles pour la production 
maxtrisee de molecules recombinantes . Aussi, la presente 

15 invention a egalement pour objet 1 1 utilisation desdites 
bacteries transformees dans un procede de production de 
proteines recombinantes . 

Dans les exemples ci-dessous, 1 1 avantage apporte par 
les deux mutants est clairement demontre en utilisant 

20 comme proteine recombinante la P-galactbsidase 
d 1 Escheri chia col i . 

Un autre aspect de 1' invention reside dans les 
caracteristiques des mutations introduites. Celles-ci 
sont parfaitement definies, controlees sur le plan 

25 genetique et biochimique , ciblees au locus tna d'F. coii 

et exemptes de marqueur de selection. 

Les microorganismes mutants ou trans formes de 
l 1 invention sont construits a partir de procaryotes, plus 
precisement de bacteries Gram-negatives appartenant a 

30 l ! espece Escherichia, coli. Les proprietes du promoteur 
de l'operon tryptophanase d'E. coli (inductible par le 
tryptophane, sensible a la repression catabolique) ont 
£t§ utilisees pour diriger la synthese transitoire d'un 
m^diateur agissant negativement sur 1 'expression dirigee 

35 par Ptrp. Cependant, il est connu que d'autres especes 
bacteriennes , en particulier celles qui colonisent le 
tractus intestinal des animaux, sont capables de 
synthetiser une tryptophanase inductible par le 



tryptophane (Snell. 1975). Par consequent, d'autres 
souches que E. coli conviennnent pour pratiquer les 
methodes decrites et y produire des proteines 
recombinantes . 

5 Les exemples et les figures qui suivent sont 

destines a illustrer l 1 invention sans aucunement en 
limiter la portee . 

Leaendes des figures : 
10 FIGURE 1: cinetiques de croissance des souches RV308, 

ICONE 100 et ICONE 200 x pVA-pgal 

DO 580 nm correspond a la mesure de la densite optique 
mesuree par spectrophotometrie . 

FIGURE 2: cinetiques d'activite p-gal des souches RV308, 

15 ICONE 100 et ICONE 200 x pVA-pgal 

Les bacteries transf ormees par un vecteur contenant le 
gene de la P-galactosidase sous le controle du promoteur 
Ptrp sont cultivees en fermenteur. L'activite p- 
galactosidase est mesuree par incubation d'un extrait 

20 cellulaire en presence d'ONPG (substrat specif ique de la 
P-galactosidase) . 

L 1 invention repose sur . 1 1 introduction stable de 
mutations dans le genome de la souche hote. Toutes les 
25 modifications presentees dans les exemples ci-apres sont 
introduites au locus tna d'E. coli, constitue 
schematiquement de 1 1 enchainement suivant : 

A) promoteur Ptna, 

B) sequence codante du gene tnaA ( tryptophanase) , 
30 C) region inter-genique 

D) sequence codante du gene tnaB (tryptophane -permease) , 

E) terminateur de transcription. 

Plus precisement, les modifications portent sur 
l'el^ment (B) . Celui-ci est remplace au profit d'un 
35 element (b) dont les caracteristiques dans les diverses 
constructions sont les suivantes : 




Tableau 1 : nature des mutations portees par ICONE 100 et 
ICONE 200 



Norn du mutant 


Nature de 1' element (b) 


ICONE 10 0 


sequence codante de tnaA 
interrompue en position + 
221 par un codon stop et un 
site de restriction Xbal 


ICONE 20 0 


sequence codante du gene 
trpR codant pour 
1 1 aporepresseur de Ptrp 



5 Exemole 1 : construction du mutant ICONE 100 

Un fragment d'ADN note tnaAT est amplifie par PCR. II 
s'etend des positions - 275 a + 1054 par rapport au 
premier nucleotide de la sequence codante de tnaA. Ce 
10 fragment qui chevauche le promoteur Ptna et tnaA est 
amplifie par reaction PCR en deux parties. La partie I 
s'etend de la position -275 a la position +220. Elle est 
amplifiee a 1 1 aide des oligonucleotides Trp5 (sens) et 
Trp2 (ant i -sens) dont la sequence est : 

15 

Trp5 : 5 1 - CGGGATCCGTGTGACCTCAAAATGGTT - 3 1 

BamHI 

Trp2 : 3 1 - CTACGCGCCGCTGCTTCGGATTAGATCTCG - 5 ' 

20 (anti-sens) stop Xbal 

La partie II se situe dans la sequence codante de tnaA, 
immediatement en 3 ' de la partie I. Elle s ' etend des 
positions + 221 a + 1054. Elle est amplifiee £ I 1 aide 
25 des oligonucleotides Trp3 et Trp4 : 

Trp3 : 5 • - CGTCTAGACAGCGGCAGTCGTAGCTAC- 3 • 

Xbal 



Trp4 : 3 1 - CCTTCTCTAACCGCAACAGTTCGAACG - 5 1 

30 ( ant i- sens) Hindi 1 1 



Les reactions de PCR sont effectuees en utilisant 
comme matrice des colonies d'E. coli K-12 lysees dans le 
tampon de la Taq polymerase (AmpliTaq Gold CETUS, USA) . 
5 Les produits d 1 amplification sont precipites a 

1 1 ethanol puis digeres avec les enzymes de restriction 
appropriees (BamHI Xbal pour la partie I, Xbal - 

Hindlll pour la partie II) . Une analyse sur gel d' agarose 
colors au BET permet de verifier que les fragments ont la 

10 taille attendue (Deeley & Yanofsky. 1981) . Le fragment 
tnaAT est genere en liguant les deux fragments I et II au 
site Xbal. II differe de la sequence naturelle par la 
presence d'un codon stop en position + 221 suivi d'un 
site de restriction Xbal. Ce fragment tnaAT est clone aux 

15 sites BamHI / Hindlll dans le vecteur pRIT28 (Hultman, 
Stahl, Homes, & Uhlen. 198 9) et sequence. Le fragment 
tnaAT est sous-clone dans le vecteur pMAK705 (Hamilton, 
Aldea, Washburn, Babitzke, & Kushner. 1989), donnant 
pMAK705 [tnaAT] . 

20 La methode employee pour generer un rearrangement 

genetique chez E. coli est celle decrite par Hamilton et 
al- (1989). Elle est basee sur 1 1 emploi du vecteur 
suicide pMAK705 qui porte une origine de replication 
thermosensible, f onctionnelle a 30 °C mais inactive au- 

25 dela de 42 °C, ainsi que le gene de resistance au 
chloramphenicol (CMP) . E. coli RV3 0 8 (Maurer, Meyer, & 
Ptashne. 1980) est transforme par 4 /xg du vecteur 
pMAK705 [tnaAT] et le melange de transformation est etale 
sur boites de milieu LB + CMP 20 /ig/ml . Apres incubation 

30 une nuit a 30 °C, trois clones sont repiques en milieu 
liquide LB + CMP 20^ ng/ml et incubes S 3 0 °C sous 
agitation jusqu'a atteindre une DO a 580 nm voisine de 1. 
Les suspensions sont ensuite etalees sur milieu LB + CMP 
20 fig/ml et incubees a 44 °C et a 30 °C. Les colonies qui 

35 se developpent a 44 °C (= co-integrants) sont porteuses 
d'une integration chromosomique du vecteur, cette 
integration €tant favorisee par 1' existence d f homologies 
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de sequence entre le chromosome et 1 1 insert porte par le 
vecteur. 

La phase dite de resolution consiste a favoriser 
1' excision du vecteur par un mecanisme de recombinaison 

5 entre des sequences repetees presentes sur le chromosome. 
Quelques clones isoles a 44 °C sont cultives en milieu 
liquide LB + CMP 20 fig /ml a 30 °C pendant, trois jours en 
renouvelant le milieu regulierement . Les suspensions sont 
ensuite diluees, etalees sur milieu gelose LB + CMP 20 

10 fig/ral et incubees a 3 0 °C jusqu'a 1* apparition de 
colonies individualisees . Plusieurs dizaines de colonies 
sont repiquees en double sur milieu gelose LB + CMP 2 0 
/xg/ml a 30 °C et 44 °C. Les colonies qui ne se 
developpent pas a 44 °C sont retenues et criblees par une 

15 reaction de PCR indiquant si la resolution du vecteur a 
conserve le codon stop et le site Xbal au locus tna. Les 
oligonucleotides utilises sont Trp6 (sens) et Trp7 (anti- 
sens) , respect ivement homologues a la mutation desiree et 
a une partie du terminateur de tnaA: 



20 



Trp6 : 5 » -CGACGAAGCCTAATCTAGA-3 1 

stop Xbal 



25 Trp7 : 3 ' - CCGATATTCCTACAATCGG - 5 1 

(anti-sens) 

Sur dix-huit clones cribles, neuf donnent un 
fragment d • amplification de la taille attendue indiquant 

30 la presence du codon stop suivi du site Xbal dans le gene 
tnaA. Les neuf autres clones ne donnent pas de produit 
d 1 amplification, probablement parce que 1 ' etape de 
resolution a restaure sur le chromosome le gene tnaA non 
mute. Parmi les neuf clones positifs, quatre sont 

35 preleves et soumis a un curage du plasmide par repiquages 
successifs en absence de pression de selection. Apres 
quelques jours de culture, on obtient des clones 
redevenus sensibles au chloramphenicol . 



La presence de la mutation inactivant tnaA est 

confirmee de deux manieres differentes : d'abord, une 
amplification par PCR a I'aide des oligonucleotides Trp5 
et Trp4 suivie d'une digestion par Xbal montre que le 
5 site de restriction, absent chez E . coli RV308, est 

present dans le gene tnaA des mutants ; ensuite, par une 
culture des mutants dans un milieu riche en tryptophane 
suivie du test £ 1* indole {ajout du reactif de Kovacs 
dans le milieu de culture), on montre que les mutants 

10 n'ont pas genere d 1 indole alors que la souche RV308 
d'origine produit de 1' indole dans les memes conditions. 
On en deduit que la mutation introduite entralne une 
perte de l'activite tryptophanase . 

Un clone est selectionne en vue d'une conservation 

15 sous forme congelee. II est nomme ICONE 100. 

Exemple 2 : construction du mutant ICONE 200 

Un fragment d'ADN est construit in vitro par 
20 amplification PCR de trois sous-unites: 

La premiere sous-unite situee dans le promoteur Ptna 
s'etend des positions - 511 a +3 par rapport au premier 
nucleotide de la sequence codante de tnaA. Elle est 

amplifiee a partir des oligonucleotides TrpRl (biotinyle 
25 en 5') et TrpR2 : 

TrpRl : 5 1 -CT GGATCC CTGTCAGATGCGCTTCGC-3 ' 

BamHI 

30 TrpR2 : 3 1 -CTTCCTAATACATTACCGGGTTG-5 1 
(anti-sens) 

La seconde sous -unite correspond a la sequence 
codante du gene trpi* d'E. coli. Elle est amplifiee a 

35 partir des oligonucleotides TrpR3 et TrpR4 (biotinyle en 
5') : 

TrpR3 : 5 1 - GTAATGGCCCAACAATCACC - 3 1 

start 
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TrpR4 : 3 1 - CACAACGACTTTTCGCTAACT GACGTCA G - 5 1 
(anti-sens) PstI 



La troisieme sous-unite correspond a la sequence 
situee immediatement en 3 1 de la sequence codante de 
tnaA. Elle contient la region intergenique de l'operon 

tna et une partie du gene tnaB codant pour la 

10 tryptophane -permease . Elle est amplifiee a partir des 
oligonucleotides TrpRS et TrpR6 : 

TrpR5 : 5 1 - CGCTGCAGTTAAT ACTACAGAGTGG - 3 » 

PstI 

15 

TrpR 6 : 3 1 - CCAGCTAATGAGGTAAGTTCGAAC - 5 ' 
(ant i - sens ) Hindi 1 1 

Les fragments amplifies sont purifies selon la 
20 methode GeneClean (BiolOl, La Jolla, CA, USA) . 

Les sous-unites I et II sont fusionnees de la 
maniere suivante. Dans deux tubes separes, chaque sous- 
unite est mise en incubation avec 30 /xl de billes 
marquees a la streptavidine (Dynabeads, DYNAL, Norvege) . 
25 Apres 20 min a 37 °C „et 5 ruin a temperature ambiante, 
1 1 ADN fixe est denature par 5 0 /xl de NaOH 0,15 M. Les ADN 
simple-brin recuperes dans chaque surnageant sont 
melanges £ parts egales et sourais a une reaction 
d 1 hybridation et d' extension en presence de la Taq 
30 polymerase (AmpliTaq Gold , CETUS , USA) suivant cinq 
cycles de PCR. Le produit de la reaction est amplifie 
dans une reaction PCR a l'aide des oligonucleotides TrpRl 
et TrpR4 . 

Le produit d 1 amplification purifie par GeneClean est 
35 dig€re par BamHI et PstI. Le fragment ainsi isole est 
clone dans le vecteur pRIT28 pour donner pRIT2 8[Ptna 
: :trpR] , puis sequence. 



La sous-unite III est digeree par les enzymes PstI 
et Hindlll puis clonee dans pRIT28 pour donner 
pRIT28 [3 1 tna] , puis la sequence est verifiee par 
sequencjage ADN (ABI 373A, Perkin Elmer, USA) . 

Le vecteur pRIT28 [Ptna : :trpR] est digere par les 
enzymes PstI et Hindlll puis ligue en presence de la 
sous-unite III elle-meme isolee a partir de pRIT28 [3 1 tna] 
par double digestion Pstl/Hindlll . Le vecteur resultant 
est nomme pRIT28[Ptna : :trpR : :3'tna]. L 1 insert est 
transfere dans pMAK70 5 apres double digestion par les 
enzymes BamHI et Hindlll. Le plasmide resultant est nomme 
pMAK705 [Ptna : :trpR : : 3 1 tna] . 

L 1 integration de la fusion Ptna : :trpR : :3 f tna au 
locus tna d'E. cold. RV3 08 est realisee dans des 
conditions analogues a celles decrites dans l'exemple 1. 
Brievement f la souche est transformee par le vecteur 
pMAK705 [Ptna : : trpR : :3*tna] puis soumise aux etapes 
d 1 integration et de resolution. 

Le criblage des colonies en fin de resolution fait 
appel a des conditions legerement differentes de celles 
de l'exemple 1. Le locus tna est amplifie par PCR a 
partir des oligonucleotides TrpRll et TrpR 7 : 

TrpRl 1 : 5 ' - GGGCAGGTG AACTGCTGGCG - 3 ' 

TrpR7 : 3 1 - GGTGCCGTTATAAGGGTCGGAC - 5 ' 
(anti-sens) 

TrpRll s'hybride avec la sequence de Ptna en amont 
(5 1 ) de TrpRl , et TrpR7 s'hybride avec la sequence de 
tnaB r en aval (3 1 ) de TrpR6 . Le produit d 1 amplification a 
une taille differente suivant que le gene place en aval 
de Ptna est tnaA (situation rencontree dans RV308) ou 
trpR (situation recherchee chez. les mutants) . Une colonie 
possedant trpR au locus tna est conservee et nomm^e ICONE 
200. Une analyse de sa sequence chromosomique montre 
qu'elle possede le gene trpR immediatement en aval du 
promoteur Ptna. Une culture en presence de tryptophane 



atteste 1 1 absence de formation d' indole, ce qui est une 
consequence logique de la perte du gene tnaA. 

Exemble 3 : fuite d 1 expression en presence de succinate + 
5 tryptophane 

Cet exemple decrit les capacites relatives de E. coli 
RV3 08, ICONE 100 et ICONE 200 a controler 1' expression 
d'une proteine recombinante sous le controle du promoteur 

10 Ptrp. A cet effet, nous avons construit un vecteur 
d' expression note pVA-(3gal dans lequel la sequence codant 
pour la P-galactosidase d'E. coli est placee en aval du 
promoteur Ptrp. Le vecteur d'origine utilise pour cette 
construction est pVAABP3 0 8 (Murby, Samuelsson, Nguyen, et 

15 al. 1995) . 

Chacune des trois souches est transformee par le vecteur 
pVA-pgal . Les transf ormants obtenus sont cultives 
individuellement dans un milieu complet (Tryptic Soy 
Broth (DIFCO) 30 g/1, Yeast Extract (DIFCO) 5 g/1) 

20 pendant une nuit a 37 °C. Un aliquot de ces precultures 
est transf ere dans 60 ml de milieu M9.YE.SUCC (solution 
de sels M9 IX (DIFCO) , Yeast Extract (DIFCO) 5 g/1, 
succinate de sodium 20 g/1). Apres un temps d' incubation 
a 37 °C permettant d'atteindre la phase exponentielle de 

25 la croissance, un prelevement est effectue sur chaque 
culture. La croissance est estimee par la Densite Optique 
a 580 nm de la suspension bacterienne . Le niveau 
d'activite p-galactosidase est mesure dans chaque culot 
cellulaire. Pour cela, 1 ml de culture est centrifuge 3 

30 min a 12000 g. Le culot cellulaire est repris dans 900 fil 
de tampon (Tris-HCl 50 mM pH 7,5 - EDTA 1 mM - NaCl 100 
mM - lysozyme 400 /xg/ml) et incube 15 min S 37 °C. 100 til 
de SDS (1% dans Tris-HCl 50 mM pH 7,5) sont ajoutes et 
1 'Schantillon est plac€ 5 min a temperature ambiante. Le 

35 dosage s 1 effectue en melangeant 30 fil d 1 echantillon, 204 
1*1 de tampon (Tris-HCl 50 mM pH 7,5 - MgC12 1 mM) et 66 
^1 d'ONPG (4 mg/ml dans Tris-HCl 50 mM pH 7,5). Le 



melange reactionnel est place en incubation a 37 °C. La 
reaction est stoppee par l'ajout de 500 pi de Na2C03 1 M: 
La DO a 420 nm rapportee au temps d 1 incubation est 
proportionnelle a l 1 activate P-galactosidase presente 

5 dans 1 1 echantillon . Sachant que E. coli RV308 a une 
deletion complete de 1 ' operon lac (Maurer, Meyer, & 
Ptashne. 1980), 1' activite P-galactosidase mesuree est 
uniquement due a l 1 expression du gene porte par le 
vecteur pVA-pgal. 

10 Le tableau 2 resume les resultats obtenus avec chacune 
des souches RV308, ICONE 100 et ICONE 200. 

Tableau 2 : croissance des souches RV308, ICONE 100 et 
ICONE 200 et fuite d* expression (moyenne et ecart-type 
15 sur trois experiences) 





DO 580 nm 


0-GAL (U/ml) 


RV3 0 8 


2,47 ± 0, 01 


0,93 ± 0,09 


ICONE 100 


3,69 ± 0,24 


0,21 ±0,03 


ICONE 2 00 


2,43 ± 0, 03 


0,02 ± 0,00 



Les resultats du tableau 2 montrent que les mutants 
20 de la lignee ICONE se developpent au moins aussi bien que 
la souche RV308 dont ils sont issus. Les mutations 
introduites n'ont done pas d'effet negatif sur la 
croissance. Par ailleurs, 1' activity P-galactosidase 
mesuree est differente chez les trois souches. ICONE 100 
25 possede une activite -intracellulaire environ 4,5 fois 
inf€rieure a celle de RV308. Dans des conditions 
succinate comme source de carbone - ou 1' activite du 
promoteur Ptna est maximale (Botsford & DeMoss. 1971), la 
deletion du gene de la tryptophanase conduit done a une 
30 reduction de la fuite d 1 expression, probablement en 
limitant la degradation du tryptophane intracellulaire 
(co-represseur) . Dans ces memes conditions, le niveau de 



22 



fuite d 1 expression chez ICONE 200 est encore diminue d'un 
facteur 10 par rapport a ICONE 100. L'activite du 
promoteur Ptrp plasmidique est done minimale chez ICONE 
200. D'une part, la perte de l'activite tryptophanase 
5 donne a la bacterie la possibilite de mieux controler 
Ptrp comme cela est demontre pour ICONE 100. Mais ICONE 
200 possede une seconde caracteristique qui la distingue 
d' ICONE 100 sur le plan genetique et lui donne au niveau 
experimental un avantage supplementaire en termes de 

10 controle de 1 1 expression . Ainsi, dans des conditions ou 
Ptna est actif, ICONE 200 a la possibilite de diriger la 
surexpression de l'aporepresseur TprR et par consequent 
la fuite d f expression mesuree au niveau du promoteur Ptrp 
plasmidique est reduite d'un facteur proche de 5 0 par 

15 rapport a la souche d'origine RV308. 

Exemole 4 : fuite d 1 expression en presence de glycerol + 
tryptophane 

20 Cet exemple demontre 1 1 avantage apporte par le 

mutant ICONE 2 00 dans un milieu de culture et des 
conditions de fermentation proches de celles qui 
pourraient etre utilisees industriellement pour produire 
des proteines recombinantes avec le systeme Ptrp. 

25 Chacune des trois souches RV3 08, ICONE 100 et ICONE 

200 est transformee par le vecteur pVA-Pgal. Les 
transf ormants obtenus sont cultives individuellement dans 
200 ml de milieu complet (Tryptic Soy Bx*oth (DIFCO) 30 
g/1, Yeast Extract (DIFCO) 5 g/1) pendant une nuit a 37 



La suspension cellulaire obtenue est transferee 
sterilement dans un fermenteur (modele CF30 0 0 de Chemap, 
capacite 3 # 5 1) contenant 1,8 litres du milieu suivant 
(concentrations pour 2 litres de culture finale) : 
35 glycerol 90 g/1, (NH4)2S04 5 g/1, KH2P04 6 g/1, K2HP04 4 
g/1, Na3 -citrate 2H20 9 g/1, MgS04 7H20 2 g/1, extrait de 
levure 1 g/1, CaCl2 2H20 30 mg/1, ZnS04 7H20 8 mg/1, 
CoCl2 6H20 7 mg/1, Na2Mo04 2H20 7 mg/1, MnS04 1H20 10 



30 



°C. 




mg/1, H3B03 2 mg/1, CuS04 5H20 8 mg/1, FeCl3 6H20 54 
mg/1, antimousse 0,06 %, tetracycline 8 mg/1, tryptophane 
200 mg/1 . Le pH est regule a 7,0 par ajout d'ammoniaque. 
Le taux d'oxygene dissous est maintenu a 30% de la 
5 saturation par asservissement de la vitesse d 1 agitation 
puis du debit d* aeration a la mesure de 1'02 dissous. 
Lorsque la Densite Optique de la culture atteint une 
valeur comprise entre 40 et 45, on procede a 1 1 induction 
par l'ajout de 25 mg/1 d'acide indole -acrylique (SIGMA). 

10 Une analyse en cinetique de la densite optique de la 

culture (DO a 580 nm de la suspension) et de l'activite 
p-galactosidase intracellulaire (voir exemple 3) est 
effectuee. Les figures 1 et 2 illustrent respectivement 
les cinetiques de croissance et d'activite p- 

15 galactosidase des trois cultures. 

Les donnees presentees en figure 1 conf irment 
1 1 observation de 1' exemple 3 : les trois souches ont des 
cinetiques de croissance comparables . Les mutants de la 
lignee ICONE ont de ce point de vue conserve le potentiel 

20 de croissance de E. coli RV3 08 et ils demeurent done des 
candidats potentiels pour une utilisation industrielle . 

Les donnees de la figure 2 montrent 1 1 impact des 
mutations portees par les souches ICONE sur 1' expression 
de la p-galactosidase en fermenteur. Clairement, sur un 

25 milieu a base de glycerol, la presence ou 1 1 absence de 
l'activite tryptophanase n'a pas d'effet sur le controle 
de l 1 expression comme en atteste la premiere partie des 
courbes RV308 et ICONE 100, meme si l'on constate que le 
tryptophane exogene disparait plus rapidement dans la 

30 culture RV308 que dans celle d 1 1 CONE 100 (donnees non 
presentees) , En revanche, le mutant ICONE 2 00 pr§sente de 
meilleures capacites a controler 1 ! expression en d6but de 
culture : l'activite P-galactosidase reste faible pendant 
les 18 premieres heures de culture puis commence a 

35 augmenter a partir de t = 20 h, moment ovi la 
concentration en tryptophane extracellulaire devient 
nulle (donnees non presentees) . La deuxieme partie de la 




courbe concernant ICONE 200 montre que l'activite P- 
galactosidase augmente regulierement pour atteindre un 
niveau en fin de culture proche de celui obtenu avec 
RV308. En cela, nous demontrons que le systeme de 
5 regulation present chez ICONE 200 apporte . un controle 
transitoire du promoteur Ptrp plasmidique . Ce controle, 
exerce par le tryptophane et/ou la source de carbone, 
devient inoperant dans la deuxieme partie de la culture 
et ne vient pas s'opposer a une expression maximale de la 
10 proteine recombinante. 
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RE VEND I CAT I ONS 

Construction pour l 1 expression d'un gene codant pour 
une proteine recotnbinante d'interet place sous le 
controle du promoteur de 1 1 operon tryptophane Ptrp 
dans une cellule hote procaryote, caracterisee en ce 
que la construction comprend une sequence nucleique 
capable d'inactiver le gene codant pour une 

tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence nucleique 
est introduite dans ladite cellule hote. 

Construction selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que la cellule hote procaryote est une bacterie 
Gram negative. 

Construction selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que la cellule hote procaryote est E. coli. 

Construction selon l'une des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en outre en amont 
de ladite sequence nucleique capable d'inactiver le 
gene codant pour une tryptophanase TnaA lorsque 
ladite sequence nucleique est introduite dans ladite 
cellule hote, tout ou partie de la sequence nucleique 
du promoteur Ptna de 1'opSron tryptophanase. 

Construction selon l'une des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que ladite sequence nucleique 
capable d'inactiver le gene codant pour une 

tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence nucleique 
est introduite dans ladite cellule hote comprend un 
fragment mute de la sequence codante de ladite 
tryptophanase TnaA. 

Construction selon la revendication 5, caracterisee 
en ce que ledit fragment mute est obtenu par 
1 ! insertion d'un codon stop £ une position telle que 



# • 



la sequence du fragment mute ainsi obtenu code pour un 
fragment proteique depourvu d'activite tryptophanase. 

Construction selon la revendication 5 ou 6, 

caracterisee en ce que ledit fragment mute est un 

fragment mutee de la sequence codante de la 
tryptophanase TnaA de ladite cellule hote. 



Construction selon l'une des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que ladite sequence nucleique 
capable d'inactiver le gene codant pour une 

tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence nucleique 
est introduite dans ladite cellule hote comprend une 
sequence nucleique comprenant tout ou partie de la 
sequence d ! un promoteur suivie en 3* d'une sequence 
nucleique codant pour une molecule de nature 
ribonucleotidique ou proteique agissant negativement 
sur le promoteur Ptrp. 

Construction selon la revendication 8, caracterisee 
en ce que ledit promoteur suivi en 3 1 d'une sequence 
nucleique codant pour une molecule de nature 
ribonucleotidique ou proteique agissant negativement 
sur le promoteur Ptrp est tout ou partie du promoteur 
Ptna de 1 ' op6ron tryptophanase d'E. coll . 

Construction selon la revendication 8 ou 9, 
caracterisee en ce que ladite sequence nucleique 
codant pour une molecule de nature ribonucleotidique 
ou proteique agissant negativement sur le promoteur 
Ptrp est la sequence codant pour 1 1 aporepresseur TrpR 
de l'operon tryptophane d'E. coli ou un de ses 
fragments biologiquement actifs. 

Vecteur contenant une construction selon l'une des 
revendications 1 a 10. 
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12. Vecteur selon la revendication 11 , caracterise en ce 
qu'il s'agit du vecteur pMAK705 [tnaAt] ou du vecteur 
pMAK705 [Ptna: : trpR: :3 ' tna] . 

13. Cellule hote procaryote transformee par un vecteur 
selon 1 1 une des revendicat ions 11 a 12. 

14. Cellule hote procaryote selon la revendication 13 , 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'£\ coll. 

15. Procede de production d'une proteine recombinante 
d'interet dans une cellule hote utilisant une 
construction selon 1 1 une des revendications 1 a 10. 

15 16. Procede de production d'une proteine recombinante 

d'interet selon la revendication 15, dans lequel 

ladite construction est introduite dans l'ADN de la 
cellule hote procaryote. 



10 



20 17. Procede de production d'une proteine recombinante 
d'interet selon la revendication 15 ou 16, dans lequel 
ladite construction est introduite dans l'ADN de la 
cellule hote procaryote par un vecteur selon la 
revendication 11 ou 12. 

25 

18. Procede de production d'une proteine recombinante 
d'interet selon 1 'une des revendications 15 a 17, 
dans lequel ladite construction est introduite dans 
l'ADN de la cellule hote procaryote selon la methode 
30 d ' integration chromosomique decrite dans 1 1 exemple 1 

ou 2 . 



19. Procede de production d'une proteine recombinante 
d'interet selon I'une des revendications 15 a 18, 
35 dans lequel ladite construction est introduite sans 

autre element d'ADN qui permettrait d'y associer un 
avantage selectif . 
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Procede de production d'une proteine recombinante 
d'interet selon 1 ' une des revendications 15 a 19, 
dans lequel ladite construction est introduite au 
locus de I'operon tryptophanase d*E. coli. 

Procede de production d'une proteine recombinante 
d'interet selon l'une des revendications 15 a 2 0 , 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la transformation d'une cellule procaryote par un 
vecteur selon la revendication 11 ou 12 , et 
1 1 integration de ladite construction dans l'ADN de 
ladite cellule hote ; 

b) la transformation de ladite cellule procaryote par 
un vecteur contenant un gene codant pour ladite 
proteine recombinante d'interet 

c) la culture de ladite cellule transformee dans un 
milieu de culture permettant 1' expression de la 
proteine recombinante; et 

d) la recuperation de la proteine recombinante a 
partir du milieu de culture ou de ladite cellule 
transformee . 

Procede de production d'une proteine recombinante 
d'interet selon la revendications 21, caracterise en 
ce que ledit procede comprend en outre entre 1 ' etape 
a) et b) , une etape de resolution et de cz^iblage. 

Procede de production d'une proteine recombinante 
d'interet selon l'une des revendications 15 a 22, dans 
lequel le controle de 1' expression des proteines 
recombinant es avant induction du promoteur Ptrp est 
obtenu par 1' induction dudit promoteur suivi en 3' 
d'une sequence nucleique codant pour une molecule de 
nature ribonucl^otidique ou prot€ique agissant 
negativement sur le promoteur Ptrp selon l'une des 
revendications 8 a 10. 

Procede de production d'une proteine recombinante 
d'interet selon la revendication 23, dans lequel 




. 1 induction dudit promoteur suivi en 3' d'une sequence 
nucleique codant pour une molecule de nature 
ribonucleotidique ou proteique agissant negativement 
sur le promoteur Ptrp selon 1'une des revendications 8 
5 a 10 est obtenue par tout moyen permettant d • exercer 

un effet inhibiteur ou activateur sur ledit promoteur. 



25. Procede de production selon la revendication 24, 
dans lequel 1' induction dudit promoteur suivi en 3' 
10 d'une sequence nucleique codant pour une molecule de 

nature ribonucleotidique ou proteique agissant 
negativement sur le promoteur Ptrp selon 1 1 une des 
revendications 8 a 10 est obtenue soit : 



a) par le choix d'une source de carbone appropriee 




15 dans le milieu de culture; soit 

b) par l'ajout de tryptophane dans le milieu de 
culture; ou 

c) par une combinaison de a) et b) . 





Temps (heures) 



Figure 1 



2/2 




Figure 2 



